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Wykrywanie zakażeń witusem zapalenia tętnic koni
w nasieniu ogierów metodą cytometrii przepływowei
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Wirusowe zapa7enie tętnic koni (Equine Mral Arte-
ritis - EVA) jest obecnie jednąznajgrożniejszych cho-
rob wirusowych u tego gatunku zwierząt, a central-
nym ogniwem łańcucha epizootycznego choroby jest
zakażony ogier - siewca wirusa z nasieniem (I, 2, 1I).
Opracowanie metod szybkiego wykrywania wirusa
zapalenia tętnic koni (Equine Arteritis Virus - EAV)
w nasieniu ogierów ma na celu stworzenie dokładne-
go systemu kontroli ogierów użytkowanych w rozto-
dzie oraz ograniczenie nowych przypadków zakażei
witusem. Do wykrywania wirusa w nasieniu stosowa-
ne są: izolacja wirusa w hodowlach komórkowych,
reakcja łańcuchowej polimeryzacji (PCR) oraz próba
biologiczna.

Cytometria przepływowa jest nowoczesną metodą
p o zw alaj ącą na o c enę szere gu p arametrów zyc i owych
komórek, jak również na badanie struktur tak we-
wnątrzkomórkowych jak i położonych na ich po-
wierzchni. W analizie komórek, które uttzymywane
sąw zawiesinie, wykorzystuje się ich właściwości roz-
pr aszania św i atł a oruz św iatło emi tow ane pr ze z zw iąz -
ki fluorescencyjne. Pomiar rozproszenia światła po-
zwala na rczróżnienie komórek zależnle od ich wiel-
kości, jak rownież na odróżnienie komórek żywych
od martwych. ZródŁem fluorescencji komórek są flu-
orochromy przyłączone do tzw. sond fluorescencyj-
nych, z ktorych najszersze zastosowanie znalazły prze-
ciwciała wykorzystywane do wykrywania antygenów
obecnych na powierzchni komórki. Drugim źródłem
fluorescencji są naturalne składniki komórek. Pomia-
rów dokonuje się w aparacie FACS (fluorescence -
activated cell sorter). Obok analiz jakościowych, moż-
liwe są równjęż pomiary ilościowe pozwalające na
przykład na określenie ilości antygenu obecnego na
powierzchni komórki, co odbywa się poprzez pomiar
światła emitowane go przęz fluorochrom zw iązany ze

swoistym przeciwciałem (3, 8), Mozliwości cytome-
trii przepływowej spowodow ały olbr zymie zaintere-
sowanie ze strony naukowców oraz jej wykorzysty-
wanie w diagnostyce medycznej, immunologii i bio-
lo gii (4-6, 1 0). Cytom etr ia pr zepĘw ow a znalazła swo -
je zastosowanie równiez w naukach weterynaryjnych
(7 ,9).

Celem pracy była próba zastosowania cytometrii
przepływowej w identyfikacji wirusa EA w nasieniu
ogierów.

Materiał imetody
Do badań użyto nasienie pobrane od 8 ogierów w suro-

wicy krwi których wykryto przeciwciała neutralizujące
anty-EAV. Próby nasienia oznaczonojako l/JC, 2lJC,3lJC,
4lJC,I4|JC,15lJC,żO|JC oraz DIX. Próbę izolacji wirusa
wykonano na dwoch stałych liniach komórkowych: nerki
królika RK-13 oraz nerki maŁpy Vero. Użytym markerem
do wykrywania wirusa EA metodą cytometrii przepływo-
wej był konjugat fluorescencyjny wykonany w Instytucie
Immunologii i Terapii Doświadczalnej PAN we Wrocła-
wiu. Stanowiły go przeciwciała klasy IgG, otrzymane z
surowicy konia immunizowanego szczępem Bucyrus wi-
rusa EA, poprzezwysolenie siarczanem amonu ipo oczysz-
częnil wyznakowane FITC w stosunku 7,2 cząst. FITC/1
cząst. IgG (6,9 mg białka/ml). W etapie wstępnym zakaża-
no badanym nasieniem (rozciehczonym uprzednio l:20 w
Minimum Essential Medium) Z4-godzinne hodowle komór-
kowe. Takprzygotowane komórki przetrzymywano w po-
listyrenowych butlach do hodowli komórkowej (Corning)
o powierzchni wzrostu 7 5 cm2 w tetmostacie o temperatu-
rze 3'7"C z 50ń dopływem CO,. Po 24 godzinnej inkubacji
komórki oglądano pod mikrosiopem odwróconym i następ-
nie zbierano przy pomocy roztworu EDTA-trypsyny. Po 3-
krotnym przemywaniu buforem, komórki zawieszano w
r oztw orze konjugatu fl uorescencyj ne go (rozcieńczonego
1:4 w PBS). Inkubację przeprowadzano w temperaturze



pokojowej przez 45 minut, kilkukrotnie
wstrząsając. Po tym czasie komorki 3-krot-
nie przepłukiwano i zawieszano w roztwo-
rze TBS-BSA o składzie: 50 mM Tris-HCl,
180 mM NaCl, 5 mM CaClr, l8 mM MgSO,,
z dodatkiem 1% BSA (Sigma) i NaN,.

Analizę komórek przeprowadzono w cy-
tometrze FACS Calibur (Becton Dickinson)
przy pomocy programu Cell Quest sofware
with Mac App (1996). Obok probek właści-
wych, jako kontrole wykorzystano komórki
u,yj ściowe, nie inkubow ane z przeciwciała-
mi (kontrola autofluorescencji) oraz komór-
kiniezakażone wirusem, inkubowane z kon-
jugatem.

Wyniki iomówienie
Proba tzolacji wirusa zapalenia tętnic

koni w hodowlach komórkowych, wyka-
załajego obecność w probkach nasienia
ozl7aczonych jako ż)lIC oraz DIX. Ana-
logiczne wyniki uzyskano za potnocą
anallzy cytofl uorymetrycznej komórek
zakażonych tymi samymi próbkami na-
sienia, stwięrdzono, ze komórki inoku-
lowane próbkami 20lJC i DIX wykazują
znacznlę podwyższoną fl uore scencj ę w
porównaniu.z komórkami, które inkubo-
wano z nasrenlem ogierów wolnym od
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wirusa EA. Podwy ższonę wiązante prze-
c iwciał anty-EAV ob s erwowano zarówno w pr zypad-
ku komórek linii RK-13 jak i Vero (ryc. 1, ryc.2).
Poziom wiązania tych przeciwciał był niemal iden-
ty czny z wyn i ki em o trzymanym dla w iązanta konj u -

gatu do komórek zakażonych standardowym szcze-
pem Bu dzono również,żenatęże-
nie fluo 17ę przez komorki inkubo-
wal:rę z nasieniem ogierów nie będących siewcami
wirusa EA, odpowiada autofluorescencji tych komó-
rek (ryc. 3). W wielu przypadkach obserwowano na-
tomiast r óżnic e w liczbie komórek poddawanych ana-

lizie cytofluorymetryc znej, co najprawdopodobniej
spowodowane jest licznym zamtęraniem komórek
RK-13 i Vero podczas ich inkubacjt ze znakowany-
mi przeciwciałami anty-EAV. Komórki obu linii są
adherentne, co utrudniautrzymanie ich w zawiesinie
iw połączeniu z innymi czynnikami wpływa naróż,
nice ilościowe, obserwowane w histogramach. Na-
leży podkreślić, ze ottzymane znaczącę różnicę w
natęzeniu fl uore s c encj i p omi ędzy komórkam i zaka-
żonymiEAv i wolnymi odwirusa obserwowanoprzy
b ar dzo słab o zaznaczonym e fekci e cy top aty cznym

go zapalenia tętnic koni.

Ryc. 3. Histogram autofluorescencji komórek RK-13 i komó-
rek RI(-13 inkubowanych z nasieniem ogierów nie zawierają-
cym EAV. Pole zakratkowane - autofluorescencja
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